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dafür benötigte wissenschaftliche Veröffentlichung in Erstautorschaft ist im Oktober 2011 
in Anticancer Research erschienen.  
In der eingefügten Originalpublikation werden alle verwendeten Materialien und Methoden 
sowie die Ergebnisse beschrieben und ausführlich diskutiert. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
Akt synonym Proteinkinase B 
APC/C Anaphase fördernder Komplex bzw. Cyclosom 
ATP Adenosintriphosphat 
CA 19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9 
CDC25 Gen Cell-division-cycle 25 
Cdk Cyclin-abhängige Kinasen 
CT Computertomographie 
Emi1 Early-mitotic-inhibitor 1 
ERCP endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie 
FoxM1 Forkhead-Box-Protein M1 
ICD Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter 
Gesundheitsprobleme 
IGF-1 Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1, synonym Somatomedin C 
KRAS Gen Kirsten rat sarcoma 
M-Phase Mitose-Phase des Zellzyklus 
MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie 
mRNA Messenger-Ribonukleinsäure, auch Boten-Ribonukleinsäure 
MRT Magnetresonanztomographie 
Myt1 Myelin-Transkriptionsfaktor 1-Kinasen 
p42/44 synonym Erk: Extracellular-signal regulated-Kinase 
PBD Polo-Box-Domäne 
Plk Polo-like-Kinasen 
Plk1 Polo-like-Kinase 1 
RNA Ribonukleinsäure 
Scc1 Sister-chromatid-cohesion-Protein 1 
siRNA Small-interfering-Ribonukleinsäure 
S-Phase Synthese-Phase des Zellzyklus 
TNM Tumor-Klassifikation, Kriterien: Ausdehnung Primärtumor (T), regionäre 
Lymphknotenmetastasen (N), Fernmetastasen (M). 
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Referat: 
In der vorliegenden medizinischen Dissertation wird ein neuer Behandlungsansatz für 
Karzinome der Gallenwege untersucht. Zu Anfang werden die bisher zur Verfügung 
stehenden Therapieansätze dargestellt und die Prognose als schlecht beschrieben. Das 
Protein Polo-like-Kinase 1 wird als möglicher neuer Angriffspunkt vorgestellt und dessen 
Hemmstoff BI 2536 beschrieben. Um die Wirksamkeit zu testen, untersucht diese Arbeit den 
Wirkstoff an Zelllinien der Gallenwegskarzinome. Zuerst werden die verwendeten Zelllinien 
auf das Ansprechen gegenüber BI 2536 quantifiziert und hinsichtlich Polo-like-Kinase 1 und 
einem Transkriptionsfaktor charakterisiert. An ausgewählten Zelllinien untersucht die 
Arbeit im Folgenden die Beeinflussung der Zellzyklusverteilung, von einzelnen 
Signalkaskaden sowie von Zelltodmarkern. Nach weiteren Versuchen zu 
Kombinationsmöglichkeiten mit etablierten Chemotherapeutika werden die Ergebnisse 
präsentiert und mit bereits in der Literatur vorliegenden Studien verglichen. Nach positiven 
Ergebnissen im Zellversuch schließt die vorliegende Arbeit mit der Empfehlung ab, den 
neuartigen Hemmstoff in weiteren Studien auf seine klinische Tauglichkeit zu untersuchen. 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Gallenwegskarzinome 
1.1.1 Epidemiologie, Einteilung und Histologie 
Gallenwegskarzinome gehen vom mukosalen Epithel der intra- und extrahepatischen 
Gallenwege aus und sind insgesamt seltene Tumoren des gastrointestinalen Trakts. Die 
Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter und beträgt in Europa 4,1 bis 6,1 pro 100.000 
Einwohner. Sie steigt international auf bis zu 96 in Thailand (Eckel, Brunner, Jelic 2010). 
Klassischerweise werden Gallenwegskarzinome unterteilt in Karzinome der Gallenblase, der 
extrahepatischen Gallengänge und der Ampulla vateri, während intrahepatische 
Gallengangskarzinome als primäre Lebertumoren klassifiziert wurden (Percy, van Holten, 
Muir 1990). Für jene intrahepatische Form wurde auch der Ausdruck Cholangiokarzinom 
geprägt, welcher sich im Laufe der Zeit für alle Gallenwegsmalignome exklusive dem 
Gallenblasenkarzinom und den Tumoren an der Ampulla vateri etablierte (Albores-
Saavedra, Henson, Sobin 1991; Nakeeb et al. 1996). Eine Sonderform dieser Gallengangs-
karzinome bilden die perihilären Tumoren, welche die Bifurkation des Gallengangs bein-
halten und als unabhängig von intra- oder extrahepatischem Ursprung 1967 von Klatskin 
beschrieben und später nach ihm benannt wurden (Klatskin 1965). Weiter unterteilt 
werden diese Tumoren nach der Bismuth-Klassifikation (Bismuth, Nakache, Diamond 
1992).  
Mit etwa zwei Dritteln machen Karzinome der Gallenblase den überwiegenden Anteil aller 
Gallenwegskarzinome aus (Nakeeb et al. 1996). Sie werden mittels des TNM-Systems und 
seltener auch nach Nevin klassifiziert (Nevin et al. 1976). Bei den Gallengangskarzinomen 
liegen Klatskin-Tumoren mit etwa der Hälfte aller Fälle am häufigsten vor. Distale 
extrahepatische Gallengangskarzinome machen weitere 40 Prozent aus, während nur zehn 
Prozent auf die intrahepatische Form entfallen (DeOliveira et al. 2007). Die Inzidenz 
intrahepatischer Gallengangskarzinome wird als steigend beschrieben bei sinkender Inzi-
denz der extrahepatischen Form. Jedoch kann dies zumindest teilweise durch Verände-
rungen in der ICD-Klassifikation erklärt werden (Khan et al. 2012). Auch die TNM-
Klassifikation stützt sich im Wesentlichen auf die Ausdehnung des Tumors und unterteilt die 
Gallengangskarzinome in eine perihiläre, distal extrahepatische, intrahepatische und um die 
Papilla vateri gelegene Form (Wittekind 2010). 
Histopathologisch sind mehr als 90 Prozent aller Gallenwegskarzinome Adenokarzinome, 
welche in eine häufige sklerosierende sowie seltene noduläre und papilläre Form unter-
schieden werden. Gelegentlich finden sich jedoch auch Plattenepithelkarzinome, kleinzellige 
Einleitung 
6 
neuroendokrine Tumoren, Lymphome oder Sarkome. Das Fehlen einer klar abgegrenzten 
Tunica muscularis ermöglicht eine frühe vaskuläre, lymphatische und neuronale Invasion 
(Duffy et al. 2008; Mitropoulos et al. 2000). 
 
1.1.2 Klinische Symptomatik und Diagnostik 
Cholangiokarzinome werden in der Regel erst symptomatisch, wenn die Raumforderung 
eine Obstruktion der Gallenwege bedingt und schmerzlosen Ikterus, Pruritus, Bauch-
schmerzen, Gewichtsverlust oder Fieber mit deutlicher Erhöhung von direktem Bilirubin, 
alkalischer Phosphatase und γ-Glutamyltransferase im Serum hervorruft. Entfärbung des 
Stuhls, dunkler Urin, Hepatomegalie oder eine palpierbare Raumforderung im rechten Ober-
bauch werden vor allem bei der intrahepatischen Form beschrieben (Nakeeb et al. 1996). 
Die Symptome bei Gallenblasenkarzinomen fehlen hingegen oft oder sind sehr unspezifisch 
(Schmerzen, Gewichtsverlust, Übelkeit). Akute oder chronische Cholezystitis zeigen sich in 
wenigen Fällen, sind aber mit einer besseren Prognose verbunden, während Ikterus mit 
einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Misra et al. 2003). 
Eine frühe, präzise Diagnostik des Gallenwegskarzinoms ist wichtig, um eine optimale kura-
tive oder palliative Therapie zu ermöglichen. Zudem weisen etwa ein Drittel aller Patienten 
mit Verdacht auf Gallenwegskarzinom beispielsweise benigne fibrosierende Erkrankungen 
oder Metastasen einer anderen Grundmalignität auf (Wetter et al. 1991).  
Die präoperative Diagnostik ist jedoch oft schwierig. Häufig genutzte diagnostische 
Verfahren sind dabei die Oberbauchsonografie, die dynamische CT oder MRT, eine MRCP 
oder ERCP mit Bürstenbiopsie, die Cholangioskopie, der intraduktale Ultraschall und ergän-
zend eine Bestimmung von Tumormarkern wie CA 19-9. Lässt sich auf diesem Weg keine 
eindeutige Diagnose stellen, kann eine Ultraschall- oder CT-gestützte Biopsie des Tumors 
erwogen werden. Trotz allem bleiben viele Patienten, die zur genauen Abklärung einer 
chirurgischen Exploration bedürfen (Marsh et al. 2012a). Neue diagnostische Möglichkeiten 
wie Floreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und Digitale Bildanalyse (DIA) erhöhen die 
Sensitivität der Bürstenbiopsie und können in Zukunft die genetischen Hintergründe der 
Erkrankung genauer untersuchen und gezieltere Therapien ermöglichen (Vasilieva, 
Papadhimitriou, Dourakis 2012). Die sogenannte Proteomanalyse, entwickelt zur Erfor-
schung neuer Diagnose- und Therapiemethoden für Leber- und Darmkrebs, könnte sich zur 
Früherkennung von Gallengangskarzinomen, vor allem bei Patienten mit primär 
sklerosierender Cholangitis, eignen (Lankisch et al. 2011). 
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1.1.3 Therapie und Prognose 
Die Gesamtprognose der Gallenwegskarzinome ist schlecht. Die Fünfjahresüberlebensrate 
für Cholangiokarzinome beträgt lediglich fünf bis zehn Prozent, was in einer oft erst im 
späten Stadium der Erkrankung erfolgten Vorstellung der Patienten begründet ist 
(Anderson et al. 2004). 
Therapeutisch bietet eine chirurgische Resektion den Patienten die einzige potentiell 
kurative Behandlungsmöglichkeit. Dabei wird eine ausreichende Resektion in der Regel mit 
einer Lymphknotendissektion verbunden. Lebertransplantationen sind nur in ausgewählten 
Patientengruppen eine Behandlungsoption (Marsh et al. 2012b). Zum Zeitpunkt der Dia-
gnose sind die Patienten oft keine geeigneten Kandidaten für eine Resektion, da die 
Prognose nach Behandlung im Wesentlichen abhängig ist vom histologischen Befall der 
Schnittränder und einer Lymphknotenbeteiligung (Klempnauer et al. 1997). So stellt eine 
Resektion von Gallenblasenkarzinomen nur bei 15 bis 47 Prozent aller betroffenen 
Patienten eine Option dar (Mekeel, Hemming 2007). Selbst bei Patienten mit 
Gallengangskarzinomen, die einer möglichen kurativen Resektion zugeführt werden, 
erreichen nur 20 bis 50 Prozent der Resektate tumorfreie Schnittränder (Burke et al. 1998). 
Es kommt bei 39 bis 68 Prozent der postoperativen Patienten innerhalb von 24 Monaten zu 
einem Rezidiv, wobei Cholangiokarzinome vornehmlich lokoregionär und Gallenblasen-
karzinome vor allem hepatisch oder peritoneal rezidivieren (Hasegawa et al. 2007; Jarnagin 
et al. 2003). Nach R0-Resektion, eine Entfernung mit mikroskopisch bestätigter Tumor-
freiheit der Resektionsränder, beträgt das mediane Überleben bei Gallenblasenkarzinomen 
18 Monate, bei hilären Gallengangskarzinomen 42 Monate und unterscheidet sich damit 
signifikant von dem Überleben nach R1- oder R2-Resektion, bei welchen die Tumorränder 
mit Tumorzellen befallen sind (Dixon et al. 2005; Jarnagin et al. 2001).  
Diese Daten zeigen die Rationale, eine adjuvante systemische Chemotherapie oder 
Radiotherapie zu entwickeln. Es liegen jedoch keine randomisierten Studien vor. Eine große 
retrospektive Analyse konnte 2007 zeigen, dass Patienten mit Gallenblasenkarzinom, die 
eine adjuvante Radiotherapie erhielten, einen Überlebensvorteil aufwiesen. Jedoch war 
dieser auf Patienten mit positivem Lymphknotenbefall oder Leberinfiltration beschränkt 
(Mojica, Smith, Ellenhorn 2007). Kleinere Studien belegten die Wirksamkeit einer 
adjuvanten Radiochemotherapie (Gold et al. 2009).  
Ausreichend zuverlässige Daten fehlen auch zur neoadjuvanten Therapie bei Gallenwegs-
karzinomen. Die größte retrospektive Untersuchung von neoadjuvanter Radiochemo-
therapie am extrahepatischen Gallengangskarzinom zeigte eine Tendenz zu einem längeren 
Überleben verglichen mit adjuvanter Radiochemotherapie (Nelson et al. 2009).  
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Für viele Patienten mit Gallenwegskarzinomen ist die wesentliche Therapie eine palliative, 
da eine Resektion zum Zeitpunkt der Diagnose nicht mehr möglich ist.  
Valle et al. konnten 2010 mit einer randomisierten Phase-III-Studie die 
Kombinationsbehandlung von Gemcitabin mit Cisplatin als Standartbehandlung in dieser 
Patientengruppe etablieren, bestätigt durch die Arbeitsgruppe um Okusaka (Valle et al. 
2010; Okusaka et al. 2010). Auch eine Kombinationstherapie von Gemcitabin mit Oxaliplatin 
ist eine Behandlungsoption beim Gallenblasenkarzinom (Sharma et al. 2010). Die 
Entwicklungen im Bereich der sogenannten gezielten Krebstherapie lassen Substanzen mit 
neuen Wirkmechanismen, wie monoklonale Antikörper oder Tyrosinkinase-Hemmstoffe, in 
die Testung eingehen. So liegen Untersuchungen zu Behandlungen mit Cetuximab, Sorafenib 
oder Erlotinib vor, die ein verbessertes Überleben andeuten (Malka et al. 2009; Gruenberger 
et al. 2010; Bengala et al. 2010; Philip et al. 2006). Für eine genaue Bewertung sind jedoch 
weitere klinische Studien notwendig.  
Darüber hinaus existieren einige interventionelle Verfahren. So können bei inoperablen 
Patienten endoskopisch Gallengangsstents platziert, Brachytherapie oder photodynamische 
Therapie durchgeführt oder mittels Endosonografie interne Drainagen angelegt werden. 
Außerdem sind eine perkutane Radiofrequenzablation, transarterielle Chemoembolisation, 
Radioembolisation und irreversible Elektroporation Therapieoptionen, die teilweise am 
Anfang ihrer Entwicklung stehen und Lebensqualität sowie Gesamtüberleben der Patienten 
verbessern könnten (Marsh et al. 2012b).  
Die insgesamt unbefriedigenden Behandlungserfolge in der Therapie von Gallenwegs-
karzinomen mittels konventioneller Radio- und Chemotherapie machen die Entwicklung 
neuer Strategien notwendig. Ein Weg liegt hierbei in der Erforschung spezifischer 
molekularer Zielstrukturen, die mit Tumorwachstum, -invasion und -metastasierung 
assoziiert sind. In den zurückliegenden Jahren konnten molekulare Mechanismen bei Gallen-
wegskarzinomen sehr genau beschrieben und mögliche Zielstrukturen für die Behandlung 
aufgedeckt werden. Die Entwicklung von auf diese Strukturen gerichtete Substanzen ist 
Gegenstand der aktuellen Entwicklung und eine Erprobung von großer Bedeutung zur 
möglichen Verbesserung der Prognose von Gallenwegskarzinomen (Shoda et al. 2012). 
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1.2 Polo-like-Kinase 1 
1.2.1 Entdeckung und Aufbau der Polo-like-Kinasen 
Polo-like-Kinasen (Plk) sind eine Familie hochkonservierter Proteinkinasen (Glover, Hagan, 
Tavares 1998).  
Das POLO-Gen wurde ursprünglich in Drosophila melanogaster beschrieben (Sunkel, Glover 
1988). Später konnte gezeigt werden, dass es für eine Serin/Threonin-Kinase kodiert 
(Llamazares et al. 1991), welche verwandt auch bei Säugetieren vorliegt und hier als 
Polo-like-Kinase bezeichnet wurde (Clay et al. 1993). Heute sind fünf Vertreter der Plk bei 
Säugetieren bekannt (Clay et al. 1993; Simmons et al. 1992; Donohue et al. 1995; Fode et al. 
1994; Caenepeel et al. 2004), deren gemeinsames strukturelles Element eine sogenannte 
Polo-Box-Domäne (PBD) am Carboxy-Terminus ist. Diese reguliert die katalytische Aktivität 
(Mundt et al. 1997; Jang et al. 2002) und koordiniert über Protein-Protein-Interaktionen die 
genaue subzelluläre Lokalisation von Plk (Lee et al. 1998). 
 
1.2.2 Funktionen 
 
Abbildung 1: Ausgewählte Funktionen der Plk1 (adaptiert nach Strebhardt 2010) 
a Rolle am G2/M-Übergang 
b Bora-assoziierte Phosphorylierung von Plk1 durch Aurora A-Kinase 
c Funktionen an Kinetochoren und beim Zusammenhalt von Schwesterchromatiden 
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Polo-like-Kinase 1 (Plk1) ist der bislang am genauesten untersuchte Vertreter der Familie 
von Plk und stellt einen zentralen Regulator der Mitose, Meiose und Zytokinese dar (Sunkel, 
Glover 1988; Lee, Amon 2003; Carmena et al. 1998). 
Das Fortschreiten des Zellzyklus ist abhängig von der periodischen Kontrolle der Cyclin-
abhängigen Kinasen (Cdk). Diese werden durch ein komplexes Netzwerk von Cyclinen, 
phosphorylierenden Enzymen sowie inhibitorischen Untereinheiten reguliert (Morgan 
1995). Wie in Abbildung 1a dargestellt fördert Plk1 den Übergang in die M-Phase des 
Zellzyklus durch Phosphorylierung von Cdc25, Wee1 sowie Myelin-Transkriptionsfaktor 1-
Kinasen (Myt1) und konsekutiver Dephosphorylierung und Aktivierung des Cdk1-Cyclin B-
Komplexes (Kumagai, Dunphy 1996; Okano-Uchida et al. 2003). DNA-Schäden während der 
G2- oder M-Phase aktivieren Kontrollpunkte, welche hemmend auf Plk wirken (Smits et al. 
2000). Eine Rückkehr in den Zellzyklus geschieht dann nur durch Reaktivierung von Plk1 
mittels Aurora A-Kinase und dessen Aktivator Bora (vergleiche Abbildung 1b) (Macůrek et 
al. 2008).  
Das Vorhandensein monopolarer Spindeln war eine der ersten Beobachtungen bei Plk1-
depletierten Zellen und ließ auf die Rolle der Serin/Threonin-Kinase für den geordneten 
Aufbau eines bipolaren Spindelapparates schließen (Lane, Nigg 1996). Bis heute wird die 
genaue Regulation der Spindelpolkörperchen nur unzureichend verstanden, jedoch konnte 
gezeigt werden, dass mikrotubuliassoziierte Proteine eine wichtige Rolle spielen. Vertreter 
wie Ninein-like-Protein, Katanin, Translationskontrolliertes Tumorprotein (TCTP) oder 
Stahmin/Op18 weisen einen direkten Einfluss auf die Polymerisation von γ-Tubulin und 
somit auch für den Aufbau des Spindelapparates während der Interphase auf. Reguliert 
werden diese durch ein komplexes Wechselspiel aus Phosphorylierungen und Dephos-
phorylierungen unter wesentlicher Beteiligung von Plk1 (Casenghi et al. 2003; McNally, 
Buster, McNally 2002; Yarm 2002; Budde et al. 2001). Dies bildet darüber hinaus die 
Grundlage für die Rekrutierung von γ-Tubulin und dem M-Phase-Protein MPM-2 zur 
Reifung der Zentrosomen in der frühen Prophase (Lane, Nigg 1996). Zusätzlich tragen 
Phosphorylierungen an Ninein-like Protein, Kizuna und Aurora A-Kinase zur Reifung der 
Zentromere bei (Casenghi et al. 2003; Oshimori, Ohsugi, Yamamoto 2006; Luca, Lavia, 
Guarguaglini 2006). Die Verdopplung der Zentriolen zur Trennung der Schwester-
chromatiden wird durch verschiedene Plk reguliert. Wie in Abbildung 1c illustriert 
verbessert Plk1 hierbei die Bindung von Shugoshin-like-Protein 1 zum Zentromer (Wang et 
al. 2008). Durch Phosphorylierung an Sister-chromatid-cohesion-Protein 1 (Scc1) und SA1 
als Untereinheiten des Cohesin kann jenes sich lösen und eine Trennung der Schwester-
chromatiden ermöglichen (Sumara et al. 2002; Hauf et al. 2005). Plk1 findet sich konzen-
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triert im Bereich der Kinetochoren (Arnaud, Pines, Nigg 1998). Die Funktionen dieser 
zentromerassoziierten Proteine bestehen hauptsächlich in ihrer Rolle als Verbindungsstelle 
der Chromosomen zu den Mikrotubuli und in der Regulation des Spindelapparat-Kontroll-
punktes (Cleveland, Mao, Sullivan 2003). Dieser Kontrollpunkt verzögert die Anaphase bis 
alle Kinetochoren gleichmäßig bipolar angeordnet sind. Plk1 phosphoryliert dabei verschie-
dene Untereinheiten des Anaphase-fördernden Komplexes bzw. Cyclosoms (APC/C) sowie 
den APC/C-Inhibitor Early-mitotic-Inhibitor 1 (Emi1) und fördert so über Securin und 
Separase die Trennung der Chromosomen sowie die Beendigung der Mitose (Kraft et al. 
2003; Peters 2002; Moshe et al. 2004). Der sich anschließende Prozess der Zytokinese 
erfordert beim Menschen die Plk1-abhängige Phosphorylierung des Mitotic-kinesin-like-
Protein 2 und des Nuclear-distribution-Gen C (Neef et al. 2003; Zhou et al. 2003).  
Die Funktion von Plk1 während der Segregation von Chromatiden in der Mitose lässt auf 
eine Bedeutung während der Meiose schließen. Cdc5, das Analog von Plk1 in Hefe, ist 
während der Meiose I notwendig für die Lösung des Cohesins von den Chromosomenarmen, 
die korrekte Anordnung homologer Chromosomen sowie für eine Auflösung von Crossing-
over (Lee, Amon 2003; Clyne et al. 2003). Bei Säugetieren führt eine Hemmung der Plk1 zum 
Arrest der Meiose I in Oozyten (Shen et al. 2010). Um die vorzeitige Lösung des Cohesins 
von den Zentromeren durch Plk1 zu verhindern, schützt Proteinphosphatase 2A das 
Shugoshin 1, ein Cohesin-protektives Protein (Tang et al. 2006). 
 
1.2.3 Regulation 
Zur Kontrolle dieser verschiedenen Funktionen von Plk bestehen im Wesentlichen drei 
Wege: Transkriptionskontrolle, Phosphorylierung und Ubiquitin-abhängige Proteolyse. 
Die Transkription wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren wie den Forkhead-Box-
Proteinen (Fox), zellzyklusabhängiges Element/Zellzyklusgen-Homologieregion (CDE/CHR), 
Breast-Cancer 1 (BRCA1), P53 oder Retinoblastomprotein (pRB) beeinflusst (Alvarez et al. 
2001; Uchiumi, Longo, Ferris 1997; Ree et al. 2003; Jackson et al. 2005).  
Die Aktivierung von Plk1 benötigt eine Phosphorylierung in der T-Schleife der Kinase-
Domäne, welche im Wesentlichen durch Aurora A geschieht (Macůrek et al. 2008). Die 
hemmende intramolekulare Interaktion von PBD und Kinase-Domäne wird auf diesem Weg 
verringert (Jang et al. 2002). Im Gegensatz hierzu wirkt vor allem die Proteinphosphatase 1 
dephosphorylierend und damit hemmend auf die Plk1-Funktion (Yamashiro et al. 2008). 
Hinzu kommen Phosphorylierungsvorgänge außerhalb der T-Schleife als weniger 
konservierte, spezialisierte Interaktionen zur Feinregulierung (Archambault, Glover 2009). 
Wie andere mitotische Regulatoren auch, wird Plk1 durch Ubiquitin-abhängige Protea-
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somen am Ende der Mitose abgebaut (Ferris, Maloid, Li 1998). Es konnte gezeigt werden, 
dass bei Säugetieren dem APC/C hierbei eine zentrale Bedeutung zukommt (Lindon, Pines 
2004).  
Ergänzt werden diese direkten Regulationsmechanismen durch ein Netzwerk von 
indirekten Effektoren und Proteininteraktionen. 
 
1.2.4 Bedeutung in der Onkologie 
Seine Funktionen während des Zellzyklus ließen für Plk1 auch eine Bedeutung in der 
Onkogenese vermuten. So zeigte sich, dass sie in gesundem Gewebe nicht oder nur niedrig 
exprimiert wird, während sie in den meisten Tumorgeweben überexprimiert ist. Die 
Expression von Plk1 korreliert positiv mit der Aggressivität des Tumorwachstums sowie 
einer schlechteren Überlebensrate, beispielsweise bei dem Kolorektalen (Takahashi et al. 
2003, S. 148; Han et al. 2012), Magen- (Tokumitsu et al. 1999, S. 687; Jang, Kim, Kim 2006; 
Kanaji et al. 2006; Weichert et al. 2006), Ösophagus- (Tokumitsu et al. 1999, S. 687), 
Pankreas- (Weichert et al. 2005a, S. 5644), Nichtkleinzelligen Bronchial- (Wolf et al. 1997, S. 
543) oder Mammakarzinom (Weichert et al. 2005b; Maire et al. 2013), sowie bei dem 
Melanom (Strebhardt et al. 2000; Kneisel et al. 2002) oder Non-Hodgkin-Lymphom (Mito et 
al. 2005, S. 225).  
Dies macht Plk1 zu einem validen Prognosemarker und einem attraktiven Zielprotein in der 
Krebstherapie. 
 
1.2.5 Hemmung 
In der Vergangenheit hatten bereits antimitotisch wirksame Substanzen ihren Nutzen in der 
Krebstherapie unter Beweis gestellt (Strebhardt, Ullrich 2008). So konnten beispielsweise 
Hemmstoffe am Spindelapparat wie Vincaalkaloide, Taxane und Epothilone klinische 
Behandlungserfolge zeigen, ihre Nebenwirkungen werden jedoch Interaktionen mit dem 
Tubulin-Gerüst nichtteilender Zellen zugesprochen. Deshalb scheinen spezifische Hemm-
stoffe an nichtstrukturellen, essentiellen Proteinkinasen wie der Plk1 neue Möglichkeiten zu 
eröffnen, eine im gesunden Gewebe nebenwirkungsarme und zugleich effektive Therapie-
möglichkeit zu etablieren (Jackson et al. 2007).  
Plk1 kann durch posttranskriptionelles Gen-Silencing gehemmt werden. Eine Möglichkeit 
besteht hierbei in der Nutzung sogenannter Small-interfering-RNA (siRNA) zum Abbau 
spezifischer mRNA und konsekutiver Genabschaltung (Hamilton, Baulcombe 1999). Auf 
diesem Weg konnte Plk1 in vitro und in vivo gehemmt und gleichzeitig bei Krebszellen 
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Apoptose induziert werden, während gesunde Zellen überlebten (Spänkuch-Schmitt et al. 
2002). Da dies eine siRNA-spezifische Eigenschaft ist, könnte therapeutisch einsetzbare 
siRNA eine Option in der Krebstherapie darstellen (Weiß, Efferth 2012). 
Um hochspezifische Hemmstoffe gegen Plk1 zu entwickeln sind ein detailliertes Wissen 
über den strukturellen Aufbau und die Funktionsweise notwendig. In diesem Zusammen-
hang spielen Phosphorylierungsreaktionen eine wichtige Rolle als Ausgangspunkt für die 
Suche nach Angriffspunkten. Bei Plk1 existieren dabei zwei Hauptwege: die Bindungsstellen 
des ATP und die der Substrate (Weiß, Efferth 2012).  
Da ATP-Bindungstaschen ein klassisches Ziel zum Hemmen von Proteinkinasen darstellen, 
griffen hier die ersten Plk1-Inhibitoren an und verhinderten eine Bindung von ATP zum 
Protein (Strebhardt, Ullrich 2008). Problematisch bei der Entwicklung dieser Hemmstoffe 
ist die hohe Sequenzhomologie in der Kinase-Domäne von Proteinkinasen, bei Plk1 vor 
allem im Bezug auf die Plk 2-4 (Johnson et al. 2007). Trotz dieser Homologie von bis zu 
90 Prozent (Polo-like-Kinase 2), konnten alleinstellende Strukturmerkmale der Plk1 wie die 
Aminosäuren Leucin 132 und Arginin 136 aufgezeigt werden (Kothe et al. 2007).  
Hieraus entwickelten sich Inhibitoren der ATP-Bindungstasche von Plk1 wie Cyclapolin 1 
(McInnes et al. 2006), BI 2536 (Steegmaier et al. 2007), ZK-Thiazolidinon (Santamaria et al. 
2007), GSK461364 (Emmitte et al. 2009), NMS-P937 (Beria et al. 2011) oder die BI 2536-
Nachfolgesubstanz BI 6727 (Rudolph et al. 2009).  
Um die Problematik der hohen Konservierungsrate in der ATP-Bindungstasche von 
Proteinkinasen zu umgehen und gezieltere Hemmstoffe der Plk1 zu finden, wurde die PBD 
als Ort spezifischerer Protein-Protein-Interaktionen intensiv beforscht. Mittels fluoreszenz-
markierter PBD-Bindungspeptide wurden Screening-Verfahren durchgeführt (Reindl, 
Strebhardt, Berg 2008), die die Grundlage für neue Substanzen wie Poloxin (Reindl et al. 
2008), Poloxipan (Reindl et al. 2009) oder Purpurogallin (Watanabe et al. 2009) sind. 
Darüber hinaus existieren Hemmstoffe ohne gesicherten Wirkmechanismus.  
Momentan werden einige der genannten Plk1-Inhibitoren in klinischen Studien untersucht. 
Sollten sie sich klinisch etablieren, können sie eine attraktive Therapiestrategie zur 
Verbesserung der Behandlungsergebnisse darstellen (Weiß, Efferth 2012). 
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1.3 BI 2536 
Für die Experimente zu dieser Doktorarbeit wählten wir BI 2536 als Testsubstanz.  
2007 wurde die Familie der Dihydropteridinone als 
mögliche selektive Inhibitoren der Plk1 und sein 
Vertreter BI 2536 erstmals beschrieben. Die Subs-
tanz zeigt in Bezug auf andere Proteinkinasen eine 
mehr als tausendfache Selektivität, wenngleich auch 
die Plk 2 und 3 mit geringerer Stärke gehemmt wer-
den. Im Tierversuch zeigte sich ein Ansprechen des 
Tumors bei vertretbarer Toxizität (Steegmaier et al. 
2007; Baum et al. 2007; Nappi et al. 2009; Evans et 
al. 2011; Liu et al. 2011; Maire et al. 2013). BI 2536 
wurde nach erfolgreicher präklinischer Testung auch 
klinisch erprobt.  
In vier klinischen Studien der Phase I zeigte die 
Behandlung mit BI 2536 bei fortgeschrittenen 
soliden Tumoren und beim Non-Hodgkin-Lymphom unter unterschiedlichen Verabrei-
chungsschemata eine vergleichbare und akzeptable Toxizität. Bei einer maximal tolerierten 
Dosis von 60 bis 200 Milligramm stellten Neutropenie und Thrombozytopenie die dosis-
limitierenden Toxizitäten dar. Häufige Nebenwirkungen waren außerdem Müdigkeit, 
Übelkeit, Schleimhautentzündungen, Appetitlosigkeit sowie Haarausfall (Mross et al. 2008; 
Hofheinz et al. 2010; Frost et al. 2012; Vose et al. 2012). Eine Studie beim Nichtkleinzelligen 
Lungenkarzinom untersuchte die Kombinationsbehandlung von BI 2536 mit Pemetrexed 
und zeigte ermutigende Antitumor-Aktivität bei ähnlich tolerablem Sicherheitsprofil (Ellis et 
al. 2013). Weitergehende klinische Untersuchungen wurden daher empfohlen.  
Vier klinische Phase-II-Studien untersuchten die Wirksamkeit und das Sicherheitsprofil von 
BI 2536. In der ersten Studie wurde die Behandlung mit BI 2536 bei Patienten mit 
metastasiertem hormonrefraktärem Prostatakarzinom zwar gut toleriert und es gab 
Hinweise auf ein Tumoransprechen in Form eines Abfalls des prostataspezifischen Antigens 
und radiologisch stabiler Erkrankung. Jedoch wurden die Stufe-1-Ziele nicht erreicht und 
keine weitere Empfehlung zur Untersuchung von BI 2536 als Monotherapeutikum gegeben. 
In der zweiten Studie zeigten 4,2 Prozent der Patienten mit Stadium IIIB/IV 
nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom ein teilweises Ansprechen bei einem mittleren 
progressionsfreien Überleben von 7 bzw. 8,3 Wochen. Bei der Untersuchung von 
76 Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren (Kopf-Hals Karzinome, Mamma-
Abbildung 2: Struktur von BI 2536 
(Steegmaier et al. 2007) 
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karzinome, Ovarialkarzinome, Weichgewebssarkome und Melanome) konnten das ange-
strebte Ansprechen nicht erreicht werden. Weitere Untersuchungen sind nur mit Derivaten 
des BI 2536 empfohlen. Die letzte Studie befasste sich mit der Wirksamkeit des Plk1 
Hemmstoffs bei Patienten mit nichtresektablem Adenokarzinom des Pankreas. Eine 
Ansprechrate von 2,3 Prozent bei einem mittleren progressionsfreien Überleben von 
46 Tagen wurde beobachtet und auch hier keine Empfehlung für weitere Untersuchungen 
als Monotherapeutikum in dieser Patientengruppe erteilt. Dosislimitierende Toxizitäten und 
häufige Nebenwirkungen der Behandlung waren in allen klinischen Studien der Phase II 
vergleichbar mit denen der Phase I (Pandha et al. 2008; Sebastian et al. 2010; Schöffski et al. 
2010; Mross et al. 2012). 
 
 
1.4 Zielstellung der Arbeit 
Karzinome der Gallenwege sind mit einer schlechten Prognose assoziiert. Der einzige 
kurative Therapieansatz mittels chirurgischer Resektion ist für die meisten Patienten zu 
einem späten Diagnosezeitpunkt nicht umsetzbar. Palliative Verfahren wie eine systemische 
zytostatische Therapie sind nur mit einem geringen Überlebensvorteil verbunden. Neue, 
gezieltere Therapieansätze können daher zu Verbesserungen in der Versorgung von Patien-
ten mit diesen seltenen Tumoren führen (Wiedmann, Mössner 2010).  
Plk1 könnte in diesem Zusammenhang einen neuen Angriffspunkt in der Behandlung von 
Karzinomen der Gallenwege darstellen. Als integraler Bestandteil zur Regulation des 
Zellzyklus ist sie in einer Vielzahl gastroenterologischer Tumoren überexprimiert und 
korreliert positiv mit einem aggressiven Wachstum und einer schlechten Überlebensrate. 
Obwohl die Wirksamkeit von Hemmstoffen der Plk1 derzeit an verschiedenen 
Tumorentitäten in klinischen Studien untersucht wird, liegen bisher nur wenige Erkennt-
nisse zu Plk1 bei Gallenwegskarzinomen vor. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die 
Expression von Plk1 ein unabhängiger Prognosemarker bei Gallenwegskarzinomen ist 
(Wang et al. 2013). Die häufigsten molekulargenetischen Veränderungen bei Gallenwegs-
karzinomen sind Mutationen in P53 und KRAS (Marsh et al. 2012a). Krebszellen mit diesen 
Mutationen sprechen stärker auf eine Plk1-Hemmung an als gesunde Zellen (Liu, Lei, 
Erikson 2006; Luo et al. 2009). 
In der vorliegenden Arbeit soll erstmals untersucht werden, welchen Einfluss die Hemmung 
der Plk1 bei Gallenwegskarzinomen in vitro besitzt.  
Hierzu werden 14 verschiedene Zelllinien von Gallenwegskarzinomen hinsichtlich ihres 
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Ansprechens bei aufsteigenden Behandlungsdosierungen BI 2536 quantifiziert. Anschlies-
send wird im Westernblot die Expression von Plk1 und seinem eng assoziierten 
Transkriptionsfaktor FoxM1 in Abhängigkeit von einer BI 2536-Gabe untersucht. Für 
weitere eingehende Versuche werden drei Zelllinien mit unterschiedlichem Ursprung und 
Ansprechen ausgewählt. Es wird analysiert, welche Inkubationsdauer mit der stärksten 
Wachstumshemmung einhergeht und welchen Einfluss die Behandlung mit dem Plk1-
Hemmstoff auf die Verteilung im Zellzyklus und die Apoptoserate hat. Bestimmt wird 
darüber hinaus dessen Einfluss gegenüber Plk1 auf mRNA-Ebene. Der Mitosemarker 
Histon H3, p42/44, Akt – beide Mitglieder ausgewählter intrazellulärer Signalwege – und 
deren phosphorylierte Formen ergänzen in weiteren Westernblot-Versuchen das 
Untersuchungsprofil.  
Die Ergebnisse der klinischen Phase-II-Studien von BI 2536 belegen die Notwendigkeit von 
Kombinationsversuchen mit anderen Zytostatika. Idealerweise sollten Kombinationspartner 
in verschiedenen Phasen des Zellzyklus angreifen und unterschiedliche Wirkmechanismen 
aufweisen. Gemcitabin und 5-Fluorouracil sind derzeit gebräuchliche Zytostatika in der 
Behandlung von Gallenwegskarzinomen (Sasaki et al. 2013), die als Nukleosidanaloga bzw. 
Hemmstoff der Thymidylat-Synthase die DNA-Replikation zum Abbruch und konsekutiv 
zum Zelltod führen (Hertel et al. 1990; Heidelberger, Ansfield 1963). Beide Stoffe wirken 
hauptsächlich während der S-Phase und sind deshalb potentielle Kombinationspartner von 
BI 2536. Der IGF-1-Rezeptor-Inhibitor NVP-AEW541 wurde von unserer Arbeitsgruppe als 
möglicher neuer Wirkstoff in der Therapie von Gallenwegskarzinomen identifiziert (Wolf et 
al. 2010). Mit diesen drei Wirkstoffen sollen daher Kombinationsversuche durchgeführt 
werden. 
Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit und der mögliche klinische Einsatz von BI 2536 
unter Berücksichtigung aktueller Studien werden anschließend kritisch diskutiert. 
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Karzinome der Gallenwege sind mit einer schlechten Prognose assoziiert (Anderson et al. 
2004). Eine potentiell kurative chirurgische Resektion ist bei der Mehrzahl der Patienten 
aufgrund des späten Zeitpunkts der Diagnosestellung nicht möglich, so dass derzeit 
vorrangig palliative Therapieansätze Anwendung finden (Marsh et al. 2012b). Das nur 
geringe Ansprechen auf konventionelle Radio- oder Zytostatikatherapie begründet die 
Notwendigkeit neuer Therapieansätze. Einen möglichen Angriffspunkt stellt hierbei die 
Polo-like-Kinase 1 (Plk1) dar, da ihre zentrale Rolle in der Regulation des Zellzyklus 
zunehmend erkannt und eine vermehrte Expression in malignem Tumorgewebe verglichen 
mit gesundem Gewebe nachgewiesen wurde. Das Dihydropteridinon BI 2536 ist ein poten-
ter, niedermolekularer und selektiver Hemmstoff der Plk1 und sollte daher auf seine 
Wirksamkeit an Gallenwegskarzinomen untersucht werden (Steegmaier et al. 2007).  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass BI 2536 die untersuchten 
14 Zelllinien von Gallenblasen- und Gallengangskarzinomen wirkungsvoll hemmt. Das 
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Ansprechen unterschied sich zwischen den Zelllinien und ordnet sich vergleichbar zu 
Veröffentlichungen an anderen malignen Tumoren ein. Die Expression von Plk1 und dessen 
assoziierten Transkriptionsfaktor FoxM1 konnte bei Westernblot-Versuchen bei allen 
Zelllinien nachgewiesen werden, was eine Bedeutung in der Onkogenese vermuten lässt. Die 
Behandlung mit BI 2536 beeinflusste jedoch die Proteinmenge beider nicht. An für die 
folgenden Versuche ausgewählten drei Zelllinien zeigten sich in der reversen Transkription 
mit anschließender Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) ähnliche Ergebnisse in 
Bezug auf die exprimierte mRNA von Plk1. Westernblot-Analysen ermittelten keine 
signifikanten Veränderungen der an wichtigen intrazellulären Kaskaden beteiligten Proteine 
p42/44 und Akt sowie deren phosphorylierten Formen. Obwohl die Proteinmenge des 
Mitosemarkers Phospho-Histon H3 ebenso unverändert blieb, führte die Behandlung mit 
BI 2536 – dies zeigen Ergebnisse der Durchflusszytometrie (FACS) – zu einer signifikanten, 
dosisabhängigen Zunahme der G2/M-Fraktion des Zellzyklus und Zunahme der Apoptose-
rate. Der maximale Hemmeffekt in der Behandlung von BI 2536 lag bei einer Inkubations-
dauer von vier Tagen.  
Die Empfehlungen aus den klinischen Studien der Phase II von BI 2536 sowie dem Ziel der 
Vermeidung von Resistenzen ergibt sich die Notwendigkeit von Kombinationsversuchen mit 
Zytostatika, die in einer anderen Phase des Zellzyklus angreifen. Die in der Behandlung von 
Gallenwegskarzinomen etablierten Antimetaboliten 5-Fluorouracil und Gemcitabin wurden 
hierzu ausgewählt und es zeigten sich für 5-Fluorouracil synergistische, für Gemcitabin 
hingegen additive Kombinationseffekte. Zusätzlich wurde die Wechselwirkung mit dem 
IGF-1-Rezeptor-Inhibitor NVP-AEW541 untersucht, der ebenfalls einen neuen Behand-
lungsansatz in der Krebstherapie darstellt und bei Gallenwegskarzinomen in vitro wirksam 
ist. Auch hier zeigen sich synergistische Effekte, die jedoch erst in höheren Behandlungs-
dosen auftraten.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Hemmung der Plk1 bei Gallenblasen- und 
Gallengangskarzinomen einen wirksamen Behandlungsansatz darstellt. Auf der Grundlage 
der in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse wird eine weitere präklinische und klinische 
Testung von selektiven Plk1-Hemmstoffen wie BI 2536 an Gallenwegskarzinomen 
empfohlen. 
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4 SUMMARY 
Biliary tract carcinoma is associated with a grim prognosis (Anderson et al. 2004). For most 
patients, potentially curative surgical resection is unconvertible due to the late point of 
diagnosis leaving only palliative options (Marsh et al. 2012b). Wide resistance against 
conventional radio- and chemotherapy reasons the need for new therapeutic approaches. 
Here, Polo-like kinase 1 (Plk1) is a potential target as its role in regulation of the cell cycle 
has been further recognized and an increased expression in cancer tissue compared to 
normal tissue has been demonstrated. Dihydropteridinone BI 2536 is a potent, selective, 
and small-molecule inhibitor of Plk1. Investigations of its efficiency in biliary tract 
carcinoma were therefore indicated (Steegmaier et al. 2007).  
This study has revealed that BI 2536 inhibits 14 gall bladder carcinoma and 
cholangiocarcinoma cell lines effectively. The response is distinctive between the cell lines 
and comparable to those published for other malign tumors. Expression of Plk1 and its 
associated transcription factor FoxM1 was proven in all cell lines by western blot analysis, 
suggesting a role in carcinogenesis. However, treatment with BI 2536 did not result in a 
change of their protein amounts. For further investigations three cell lines were selected. 
Reverse transcription combined with real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was 
performed and showed comparable results for Plk1 mRNA. Western blot analyses have 
revealed no significant changes of intracellular signaling pathway proteins p42/44 and Akt 
or their phosphorylated forms. Although protein amounts of mitosis marker Phospho-
Histon H3 were unaffected, flow cytometry (FACS) results have demonstrated a significant, 
dose-independent increase in the G2/M fraction of the cell cycle and apoptosis rate. The 
maximum inhibition effect in BI 2536 treatment was reached after four days of incubation. 
On the recommendation of clinical phase 2 trials on BI 2536 and the aim of avoiding 
resistances, experiments on the combinations with other chemotherapeutic drugs tackling 
other phases of cell cycle were indicated. The antimetabolites Gemcitabine and 
5-Fluorouracil as currently used agents for biliary tract cancer were chosen. Synergistic 
effects were shown for 5-Fluorouracil, whereas Gemcitabin interacted additively. 
Additionally interactions with the IGF-1 receptor inhibitor NVP-AEW541, which offers a 
new therapeutic approach in cancer therapy and has shown to be effective in vitro against 
biliary tract cancer, were examined. Here, synergistic effects were detected, although these 
were restricted to higher concentrations.  
The results of this study show that inhibition of Plk1 is an effective approach in the 
treatment of gallbladder carcinoma and cholangiocarcinoma. Based on this data, further 
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preclinical and clinical evaluation of selective Plk1 inhibitors such as BI 2536 for the 
treatment of biliary tract carcinoma is recommended. 
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